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論文内容の要旨 
 
  ゲノムDNAは常に様々な要因により損傷を受けているが、適切な修復機構によっ
て修復され、ゲノムの安定性が維持されている。しかし、DNA複製時に生じた損傷
や、修復機構から逃れた損傷が複製時に存在していると、DNA複製を行うポリメラ
ーゼは損傷部位を乗り越えることができず、複製は停止してしまう。DNA複製の停
止は、細胞死やがん化などの深刻な状況を引き起こす。損傷乗り越えDNA合成(TLS)
は、複製停止を回避する仕組みであり、損傷特異的なTLSポリメラーゼによる、損傷
塩基を鋳型としたDNA合成である。TLSは少なくとも2種類のTLSポリメラーゼ(イン
サーターとエクステンダー)によって行われる。まず、インサーターは損傷塩基を鋳
型としてヌクレオチドを対合させる。その後、エクステンダーが損傷部位から塩基を
伸長させる。最後に、エクステンダーが複製型ポリメラーゼと交換されることでDNA
合成が継続され、複製は完了する。本研究対象であるREV1、REV7、REV3はTLS
において中心的な役割を果たしているタンパク質である。REV1はインサーターポリ
メラーゼの一種である。REV7とREV3は相互作用し、このRVE7-REV3複合体はPolζ
と呼ばれ、エクステンダーとして働く。REV3が触媒サブユニットであり、DNAポリ
メラーゼ活性を持つ。これまでに、REV7-REV3二者複合体の結晶構造が決定され、
 REV7-REV3相互作用の詳細が明らかになっている。また、REV7はREV1のC末端ド
メインとも相互作用する。更に、REV1のC末端ドメインは、REV7だけでなく他のイ
ンサーターであるPolη、Polι、Polκとも相互作用するため、REV1はインサーターの
機能だけでなく、インサーターとエクステンダーの交換を行うスイッチングの足場と
しても機能すると考えられているが、その詳しいメカニズムは明らかになっていない。 
本研究では、ヒトREV1-REV7-REV3三者複合体の立体構造からそれらの分子間相互
作用を原子レベルで明らかにし、ポリメラーゼのスイッチング機構の構造基盤を得る
ことを目的とする。そのために、ヒトREV1-REV7-REV3三者複合体のX線結晶構造
解析と相互作用解析を行った。本研究によって、がん治療のための新たな薬剤開発に
向けた有用な知見が得られると期待できる。 
  三者複合体のX線結晶構造解析の結果、REV7-REV3二者複合体の構造と比較して、
REV7とREV3の構造に大きな変化はなかった。REV1は4つのαヘリックスがらせん状
に折り畳まれたヘリックスバンドルを形成しており、ヘリックス間のループ部分とC
末端のループ部分が、REV7のC末端のβシートと相互作用していた。REV3とREV1
の直接的な相互作用は見られず、REV7がREV1とREV3の両方と相互作用することで
三者複合体を形成していた。REV1はREV7のC末端のβシートに結合しており、REV1
のL1203、Y1244、L1248がREV7のL186を囲うように疎水性相互作用をしていた。 
  REV1のアラニン変異体を用いた相互作用解析の結果、疎水性相互作用に重要な残
基であるL1203、Y1244、L1248のアラニン変異体において顕著にREV7-REV3複合
体との結合が低下した。また、三者複合体がどのような順番で形成されるかを明らか
にするために、REV1とREV7の相互作用解析を行った。その結果、野生型のREV7
に対してREV1の結合は見られなかったが、REV7-REV3複合体ではREV1の結合が見
られた。したがって、三者複合体は、まずREV7とREV3が複合体(Polζ)を形成し、REV7
がシートベルト構造を形成した後にREV1が結合すると考えられる。 
  最近、ヒトREV1 C末端ドメインとPolη二者複合体、マウスRev1 C末ドメインと
Polκ二者複合体の構造が報告され、REV1とPolκ、Polηの相互作用部位が明らかにさ
れた。これまでに、REV7とPolη、Polκは、REV1 C末ドメインの同じ領域と相互作
用すると考えられていたが、構造を比較するとPolη、Polκの相互作用部位とREV7の
相互作用部位が異なっていた。さらに、構造の重ね合わせを行うと、
REV3-REV7-REV1-Polη(あるいはPolκ)は立体障害を起こさず、四者複合体が形成で
きた。以上のことより、REV1とREV7を介したインサーターからエクステンダーへ
のスイッチングは次の様に起こると考えられる。まず、REV1は他のインサーター(例
えばPolη)と相互作用することによって、ユビキチン化されたPCNAにリクルートさ
れる。次にエクステンダーであるPolζ(REV7-REV3複合体)は、損傷部位にリクルー
トされる前にREV7-REV3複合体を形成し、その後REV1-REV7相互作用を介して損
傷部位にリクルートされる。損傷部位においては、Polη-REV1-REV7-REV3四者複合
体が形成され、REV1 C末端ドメインを足場にインサーターとエクステンダーのスイ
ッチングが行われ、TLSが進行すると考えられる。 
 様式第４号－２                           〔学位申請者  菊池 壮太郞         〕 
 
 
論文審査結果の要旨 
 
  本学位論文の審査は、提出された学位論文の内容、平成２５年１２月２０日に行わ
れた博士論文発表会および、平成２６年１月２１日に行われた口頭試問における質疑
応答の内容に基づき、４名の審査委員（主査：朴 三用、副査：今本 尚子、池口 満
徳、有田 恭平）によって行った。 
  学位論文では、損傷乗り越えDNA合成に関わるREV1-REV7-REV3複合体のX線結
晶構造解析と相互作用解析から、損傷乗り越えDNA合成におけるDNAポリメラーゼ
のスイッチングメカニズムを明らかにした。本論文の成果は、DNAに損傷があって
も複製を続ける仕組みの解明に繋がると考えられ、延いては新たながん治療薬開発の
手がかりになると考えられる。 
  博士論文審査会では、以上の研究成果の報告後、専門分野および関連分野について、
審査委員と申請者の間で次のような質疑応答が行われた。 
  朴主査は、REV1とREV3は非常に大きなタンパク質であるが、今回構造解析した
領域以外で構造解析の報告はあるかという質問があった。それに対して申請者は、
REV1については機能未知であるN末端のBRCTドメインとYファミリーのDNAポリ
メラーゼドメインの構造解析例があり、REV3に関しての報告例は無いと、適切に回
答した。また、REV1、REV7、REV3の細胞内での発現の順番はあるのかという質問
があった。それに対して申請者は、発現の順番はわからないが、損傷部位へのリクル
ートには順番があると考えられると、自分の考えを述べた。さらに、結晶学的な質問
として、空間群の決定法についての質問があった。それに対して申請者は、X線回折
実験からデータ処理について、技術的な点を説明した。また、今回の結晶の空間群は
P3121であるが、その決定法について、指数付けからブラベ格子とラウエ群の決定、
消滅則による空間群の絞り込みの後、最終的には分子置換法によって空間群を判断し
たと回答し、適切であると評価された。 
  今本副査からは、REV7はREV3と結合することで大きな構造変化をすると考えて
いるが、その根拠は何か、REV7単独の構造は決定されているのか、またMad2との
類似性などに関する質問があった。それに対し申請者は、REV7単独の構造は決定さ
れていないが、Mad2との配列相同性と構造の類似性から、Mad2同様にリガンドが無
い状態ではC末端のシートベルト構造は閉じておらず、おそらく開いた構造をとって
いるのだろうとの考えを述べた。Mad2に関してもシートベルトが閉じるメカニズム
の詳細は不明な点が多いと回答した。さらに、Mad2のリガンドは何かという質問に
対し申請者は、Mad2のリガンドは、Cdc20とMad1であると適切に回答した。 
  池口副査からはREV1に関する質問があった。具体的には、REV1はインサーター
として機能するが、その特徴について質問があった。それに対し申請者は、REV1は
 dCMPを特異的に挿入するインサーターであると適切に回答した。複数のインサータ
ーがあるがそれぞれの働きに関しても質問があったが、それに対し申請者は、それぞ
れのインサーターには乗り越えるのに得意な損傷があり、それぞれ使い分けられてい
ると考えられているとの考えを述べた。さらに、REV1-REV7-REV3複合体の形成に
関して、REV1がREV7に結合するとREV3が結合できないのかという質問があった。
それに対し申請者は、結合の順番が重要であると、率直に自分の考えを述べた。また、
REV3が無いとREV1とREV7は結合できないが、REV1がREV7なしにREV3と結合
すればREV7は必要ないが、なぜアダプターとして機能するREV7が必要であるのか、
という質問があった。それに対し申請者は、多少曖昧な回答であったが、自分の考え
を率直に述べた。また、REV7の構造変化に関して、その生物種間やタンパク質ファ
ミリー間での保存性についての質問があった。それに対し申請者は、REV7はHORMA
ファミリーに属し、ファミリー間では同様な構造変化があるとの考えを述べた。また、
REV7は酵母からヒトまで真核生物で保存されており、構造変化のメカニズムも同様
に保存されているだろうとの考えを述べた。さらに、創薬に向けた研究戦略について、
損傷乗り越えDNA合成を阻害することができれば、がん細胞に対して抗がん剤が効
果的に作用するとのことであるが、損傷乗り越えDNA合成を阻害した場合の副作用
についてはどのように考えているかとの質問があった。それに対し申請者は、DNA
損傷に対して、正常細胞では組換え修復等が正常に機能することでDNA修復を行え
るが、多くのがん細胞では組換え修復に異常があるため、損傷乗り越えDNA合成を
阻害すれば、正常細胞には影響が無く、がん細胞選択的な効果が期待できるとの考え
を述べた。また、一般的な質問として、分子置換法やそれ以外の構造解析法に関する
説明を求めた。それに対し申請者は、適切に回答した。 
  有田副査からは、創薬に関してREV1やREV3ががん細胞で高発現していないとそ
れらを創薬のターゲットとするのは難しいのではないかという質問があった。それに
対し申請者は、REV1やREV3ががん細胞で特異的に高発現しているかどうかはわか
らないが、損傷乗り越えDNA合成に関わる他のタンパク質ががん細胞で高発現して
いるという報告があるため、損傷乗り越えDNA合成はがん治療の標的となり得るの
ではないかと述べた。また、実験的なことに関して、REV1の1160-1251についてはC
末端が分解してしまうとのことであるが、その理由については今回構造解析に成功し
た構造から推測できるかとの質問があった。それに対し申請者は、多少曖昧な回答で
あったが、N-Capなどのヘリックスの安定性から自分の考えを述べた。さらに、研究
背景でPCNAが登場するが、本研究とPCNAとの関連性に関する質問があった。それ
に対し、PCNAのユビキチン化や足場としての機能を説明し、適切に回答した。 
  英語の能力については、学位論文と発表内容の一部の英語でのプレゼンテーション
から判断した。以上のように、申請者は自身が行った実験結果やその解釈についての
質問に対して、的確に回答するとともに、英語についても十分な能力を有しており、
４名の審査委員（全員）は、申請者の菊池壮太郞が博士（理学）の学位を授与される
のに相応しい資質を備えていると判断した。 
